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(57) La presente invention a pour objet une methode d'ana- 
lyge des polymorphismes de conformation simple brin 
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La presente invention concerne une methode d'analyse des 
polymorphismes de conformation simple-brin d'ADN encore appelee 
methode SSCP (Single-Strand conformation polymorphism analysis) 

5 D'infimes variations dans la sequence nucleotidique d'un gene 

permettent de faire la distinction entre cellules anormales et cellules 
normales chez des patients atteints d'une maladie liee a des modifications 
hereditaires ou sporadiques du genome. Ainsi on sait que Paccumulation 
de plusieurs modifications genetiques au niveau d'oncogenes ou de genes 
10 suppresseurs de tumeur sont necessaires a la genese des cancers chez 
I'homrae. Ces modifications de l'ADN observees dans des cellules 
cancereuses peuvent etre des alterations touchant de larges regions du 
genome, comme c'est le cas pour des amplifications, des rearrangements et 
des pertes de genes, ou les modifications de l'ADN peuvent porter sur de 
15 courtes sequences nucleotidiques. il s'agit en particulier des substitutions 
d'une seule base, des deletions ou des insertions d'un ou de quelques 
nucleotides. Les alterations touchant de larges regions peuvent etre 
detectees par simple hybridation en "Southern blot". En revanche, peu de 
methodes simples, fiables et rapides existent pour la detection des 
20 mutations ponctuelles. 

La methode d'analyse SSCP decrite par Orita et al. (1,2) permet de 
mettre en evidence des mutations ponctuelles. 

Dans la methode SSCP deux sequences simple-brin complementaires 
sont separees par electrophorese en gel de poly aery lamide non- 
25 denaturant. La migration differentielle est fonction de la structure 
tertiaire, et done de la sequence nucleotidique de chaque brin. Des 
fragments d'ADN simple-brin de meme longueur se differenciant par la 
substitution d'une base, ont des migrations electrophoretiques differentes 
en gel de polyacrylamide non-denaturant. La difference de mobilite est 
30 attribute a une difference de conformation tertiaire, celle-ci etant 
changee par le changement d'une seule base. On appelle cette 
caracteristique : polymorphisme de conformation simple-brin ou SSCP. 
L'utilisation combinee de la PCR et d'une analyse SSCP constitue de ce fait 
une methode simple et sensible pour la detection de mutations ponctuelles. 
35 Cette methode est appelee PCR-SSCP. 
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Dans cette methode PCR-SSCP, le materiel amplifie est chauffe pour 
denaturer l'ADN double-brin puis charge sur gel de polymere tel que 
polyacrylamide non denaturant. Les modifications de mobilite de Tun ou 
des deux brins complementaires visibles sur 1 'autoradiographic, revdlent 
5 la presence d'une substitution de base sur l'un des alleles. L'analyse PCR- 
SSCP est une methode simple et sensible permettant d'assurer la detection 
de modifications des sequences nucleotidiques d'ADN genomique et 
d'ADNc. II est possible de detecter des substitutions de base, des insertions 
ou des deletions de courte sequence ainsi que des pertes alleliques de gene. 
10 Cette methode est done adaptee a l'analyse de l'ADN et de l'ARN pour les 
cancers et les maladies genetiques chez l'homme. 

L'un des avantages de la technique PCR-SSCP est en effet la 
sensibilite atteinte par Ie test puisque des alterations de l'ADN peuvent 

15 etre detectees a partir d'un tres petit nombre de cellules affectees dans 
l'echantillon. Une substitution d'une base sur un des alleles se visualise 
par une modification de la mobilite du brin. Une analyse PCR-SSCP peut 
egalement permettre de detecter la perte de genes. En effet, si des 
modifications de mobilite liees a une mutation ponctuelle polymorphe 

20 peuvent etre observees sur de l'ADN de cellules normales, une disparition 
de ces signaux (generes par l'un des deux alleles) sur des cellules 
tumorales du meme individu indique une perte d'un allele du gene dans la 
tumeur. L'absence des signaux correspondant a une sequence normale 
indique done la perte d'un des alleles. Une analyse PCR-SSCP peut reveler 

25 par consequent, deux types de modifications genetiques dans des cellules 
tumorales : perte d'un allele et mutation sur l'allele restant. L'analyse 
PCR-SSCP est egalement capable d'assurer la detection d'ARNm mute. Pour 
ce faire, l'ARNm extrait a partir de cellules est converti en ADNc a l'aide 
d'une reverse transcriptase, puis cet ADNc est analyse par PCR-SSCP. 

30 L'analyse PCR-SSCP a ete utilisee pour detecter des alterations de l'ADN 
dans des cancers humains ; mutations activant le gene ras dans des 
cancers du poumon et mutations inactivant des genes suppresseurs de 
tumeur, tels que RB et P53, dans differentes varietes de cancers. La 
methode SSCP a egalement joue un role important dans 1 'identification des 

35 genes responsables des maladies hereditaires chez l'homme : le gene CFTR 
(pour "Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator") 
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responsable de la fibrose cystique, le gene de la neurofibromatose de type 
1 (NF1) et le gene de l'adeno-polypose colique (APC). 

La methode de PCR-SSCP est done particulierement efficace pour 
detecter toute variation de l'ordre de quelques bases dans la sequence de 
l'ADN, parmi lesquelles les substitutions d'une base qui sont difficilement 
detectees par d'autres techniques. 

Un autre avantage certain de l'analyse PCR-SSCP est que Ton 
obtient, en fin d'experience, une separation physique des fragments 
mutes qui pourront ensuite etre purifies. Apres autoradiographic du gel 
sec, un minuscule fragment du gel, correspondant a la bande interessante, 
est decoupe, l'ADN en est extrait, puis amplifie par PCR- L'analyse par 
sequencage de ce produit PCR permet finalement d'identifier la mutation 
sur le gene cible. 

La sensibilite de la methode PCR-SSCP permet en principe la 
detection de mutation ponctuelle dans un fragment d'ADN jusqu'a 900 
paires de base. Toutefois en pratique l'efficacite de la methode pour la 
detection des mutations ponctuelles pour des fragments de plus de 300 
paires de base est inferieure a 90 % (4). 

Ainsi, il a ete decrit une detection de 100 % des mutants du gene de 
beta-globine de souris sur des fragments d'ADN de 193 bp (8), alors que 
87 % des mutations n'etaient detectees que dans des fragments de 354 bp 
(4). Une efficacite de 90 % a ete rapportee sur des fragments de gene pS3 
de 202 a 309 bp. A ce jour, il est done recommande d'effectuer une analyse 
PCR-SSCP sur des fragments inferieurs a 300 bp pour garantir une 
fiabilite a 100 %. 

Des milieux electrophoretiques et gels d'electrophorese prepares 
avec des monomeres du type acrylamide ont ete decrits dans la demande de 
brevet europeen EP 0339 678. 

On a decouvert selon la presente invention, que la force ionique de 
la composition du gel d'electrophorese utilise pour la mise en oeuvre de 
l'analyse SSCP affecte la mobilite des ADN simple-brins. Plus 
particulierement, on a decouvert que la diminution de la force ionique de 
la composition du gel ameliore de facon considerable la resolution des 
SSCP, e'est-a-dire la capacite de separation electrophoretique de deux 
brins d'ADN de meme taille se distinguant par une simple substitution 
d'une base. 
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La presente invention demontre done que l'opinion admise jusqu'a 
ce jour selon Iaquelle la separation electrophoretique observee est liee a la 
seule difference de conformation tertiaire adoptee par des brins d'ADN 
replies n'est pas exacte. 
5 La presente invention fournit ainsi des perfectionnements de la 

methode d'analyse SSCP qui permettent de detecter 100 % d'alterations 
genetiques mineures, y compris les mutations ponctuelles, deletions ou 
insertions courtes, dans des fragments, plus de 300 notamment, de 300 a 
500 nucleotides. 

10 Plus precisement la presente invention a pour objet une methode 

d'analyse des polymorphismes de conformation simple brin d'ADN, dite 
SSCP, caracterisee en ce qu'on utilise un gel d'electrophorese de faible 
force ionique. 

En particulier le gel electrophorese est prepare a l'aide d'un 
15 tampon de faible force ionique. 

De preference on utilise en outre un tampon de migration de faible 
force ionique, lorsque Ton effectue une electrophorese. 

On entend ici par "faible force ionique", une concentration molaire 
en gels reduite par rapport aux concentrations decrites dans la litterature 
20 pour effectuer une electrophorese SSCP avec le gel et/ou les tampons de 
migration en question. 

Dans un mode de realisation le gel d'electrophorese est prepare 
avec un tampon TBE (Tris-Borate, EDTA). 

De meme, dans un mode de realisation le tampon de migration est un 
25 tampon TBE (Tris-Borate, EDTA). 

Le tampon TBE est le tampon d'electrophorese le plus couramment 
utilise. En effet, ce tampon est particulierement resistant a l'effet Joule 
intervenant lors des migrations sous forte tension. 

On peut aussi utiliser dans les deux cas du TAE (Tris-Acetate, EDTA). 
30 Lorsque le tampon intrinseque entrant dans la composition du gel 

est le TBE, on utilise un tampon dilue a plus de 1/2 (inferieur a 0,5 X) a 
l/10eme (0,1 X) par rapport a la concentration de TBE 1 X (Tris-base de 
0,09 M, Acide Borique 0,09 M et EDTA 0,002 M). On utilise en particulier un 
tampon TBE (0,4 X). 

35 Dans le tampon TBE intrinseque on entend done par "faible force 

ionique" une concentration molaire en contre-ions negatifs borate 
inferieurs a 45 mM, 



NSDOCID: <FR 2722295A1J_> 



2722295 



De meme, de facon appropriee, le tampon de migration est un meme 
tampon TBE 1 X (Tris-Borate 0,09 M et EDTA 0,002 M) a concentration 
molaire diluee au l/10eme (0,1 X) a l/20eme (0,05 X). Dans le tampon TBE de 
migration on entend done par "faible force ionique" une concentration 
5 molaire en ions borate inferieurs a 9mM. 

De facon classique, le gel d'electrophorese est un gel de 
polyacrylamide prepare avec des monomeres de type acrylamide, 
notamment acrylamide et bisacrylamide. 

De preference lorsque le gel est un gel de polyacrylamide, il s'agit 
10 d'un gel a concentration finale en polyacrylamide de 2 a 12 %, notamment 
de6%. 

La presente invention a egalement pour objet un gel 
d'electrophorese preforme a usage unique utile pour la mise en oeuvre 
d'une methode selon l'invention, caracterise en ce qu'il est prepare a 

15 partir d'un tampon de faible force ionique, comme caracterise ci-dessus. 

Enfin, la presente invention a pour objet une trousse de reactifs 
pour la mise en oeuvre d'une methode d'electrophorese SSCP selon 
Tinvention comportant un gel liquide pret a etre polym6ris6 selon 
Tinvention et un tampon de migration tel que caracterise ci-dessus. 

20 D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 

apparaitront a la lumiere d'un mode detaille de realisation qui montre une 
efficacite de 100 % dans la detection de mutations dans des fragments de 
204 a 358 bp comme atteste par comparaison entre les donnees de 
sequencage direct et de SSCP. 

25 La Figure 1 montre que la modification de la composition du gel et 

du tampon de migration selon la presente invention augmente 
considerablement la sensibilite et Tamplitude des deplacements des bandes 
de SSCP. 



30 (A) = gel (TBE IX) et tampon de migration (TBE IX) classiques et ; 

(B) = gel (TBE 0.4X) et tampon de migration (TBE 0,1X) a force 
ionique reduite. 



35 



La Figure 2 presente la detection d'une substitution d'un seul 
nucleotide dans un fragment de 341 bp du gene APC. 
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1. Materiel et methode 

L'ADN utilise a ete obtenu a partir de fragments rumoraux ou de 
lymphocytes PBMC de patients par la methode de digestion a la proteinase 
5 K et extraction au phenol/chloroforme. 

Les amorces utilisees pour l'amplification par PCR ont et£ concues a 
l'aide du logiciel OLIGO - Societe MEDPROBE, Oslo, Norvege -. Hies 
permettent d'amplifier tous les exons du gene p53 et ainsi de generer des 
fragments de 204 bp (exon 7) a 358 bp (exon 4). La region codante entiere 
10 du gene APC a ete divisee en 41 segments entre 198 et 356 bp. Pour ces deux 
genes, chaque segment a ete amplifie separement en ayant recours au 
protocole de PCR suivant. 

50 ng d'ADN genomique sont amplifies avec des dNTPs 5|*M 
(Pharmacia), du Mgcl 2 1,25 a 1,5 mM (Perkin), des tampons de PCR IX 
15 (Perkin), 3 picomol de chaque amorce, 2^Ci de ct33p dATP (Amersham) et 
0.5 unites de Taq polymerase (Perkin) dans un volume de reaction de 20 |d. 
L'amplification est realisee en 30 cycles de 30 s a 94°C, 30 s a 56°C (pour le 
gene p53) ou 52°C (pour le gene APC) (APC » adenomatous polyposis coli) et 
30 s a 72 8 C. 

20 Apres le dernier cycle, 1 a 2 id de produit d 'amplification sont dilues 

dans 9 nl de solution tampon A (SDS 0,1 % et EDTA lOmM/pH 8). 

Ensuite, 10 nl de solution tampon B (formamide deionisee a 95 96, 
bleu de bromophenol 0,05 %, xylene cyanole 0,005 % et EDTA 20 mM/pH8) 
sont ajoutes aux produits de PCR dilues. Le melange est ensuite denature 

25 par chauffage a 90°C pendant 2 minutes puis place dans la glace pendant 3 
minutes avant d'etre depose sur deux gels : 

- l'un avec glycerol pour des migrations a temperature ambiante ; 

- i'autre sans glycerol pour des migration a 4"C. 

30 

On a utilise un gel hydrolinkTM MDETM e t un gel equivalent de 
polyacrylamide 6% a une concentration en polymere equivalente a celle 
proposee par le fabricant (BIOPROBE). Mais la force ionique de la 
composition est diminuee car le tampon TBE utilise, est a une 
35 concentration d'environ 0.40X (au lieu de 0,6 X) pour la preparation du geL 
Plus precisement, on utilise du TBE 0,3 8X pour le gel sans glycerol destine a 
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la migration a 4°C et TBE 0,4 IX pour le gel avec glycerol destine a la 
migration a temperature ambiante. 

Les autres composants pour la preparation du gel sont utilises dans 
les conditions recommandees par le fabricant (voir Tableau 1 ). 

La composition du tampon TBE 10X est la suivante : 

- Tris 108 g (0,9 M) ; 

- Acide borique 55 g (0,9 M) ; 

- EDTA - 0,5 M - pH 8 40 ml (0,02 M) ; 
-H 2 0 (qs) 11 

TBE IX = Dilution au l/10eme du TBE 10X, soil les concentrations 
finales suivantes : 

- Tris 90 mM 

- Acide borique 90 mM 

- EDTA, pH 8 2mM 

Une autre modification a porte sur la diminution de la force ionique 
du tampon d'electrophorese ou tampon de migration qui est de 0,05 X a 0,1 X 
TBE au lieu d'un TBE de 0,5 X a 1 X de TBE utilise dans la littterature. 



2722295 



Tableau 1 



COMPOSANTS 


GEL 4°C 


GEL 20-C 




sans glycerol 


avec glycerol 


gel Hydrolink MDE™ 






ou gel acrylamide * 


17,5 ml 


17,5 ml 


TBE10X 


3 ml {0,3 8X) 


3,5 ml (0.42X) 


Glycerol 


0 


6,4 ml 


H2O ultrapure 


57 ml 


57 ml 


Solution de persulfate 






d'amonium a 10 % 


300 m1 


300 id 


Temed ** 


45 n 


45 u 


TOTAL 


78 ml 


85 ml 



15 

* : solution mere de 30 % d'acrylamide avec un rapport 

acrylamide/bisacrylamide de 29/1 
** : agent de polymerisation 

L'utilisation d'un gel de polyacrylamide 6 % polymerise avec du 
20 persulfate d'amonium et du TEMED (tetraethymamine diamine) au lieu du 
gel hydrolink MDE™ dans les memes conditions, a donnd exactement les 
memes resultats. 

Preparation du eel : 

25 Dans un becher contenant l'eau desionisee, on melange la solution 

de polymere et le tampon TBE. Puis on ajoute le TEMED, le cas echeant le 
glycerol, et la solution de persulfate d'amonium. Puis on melange. On 
introduit le melange a l'extremite des plaques d'£lectrophorese de maniere 
a faire couler le melange entre les plaques. On attend environ 1 heure de 

30 polymerisation avant de commencer l'electrophorese. 

Dispositi f d'electrophorese : 

On realise une electrophorese avec un dispositif constitue de deux 
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plaques de support en verre que Ton degraisse puis assemble. On place un 
peigne a l'une des extremites du support et on coule le gel dans l'espace 
menage entre les deux plaques de verre a temperature ambiante. 

L'electrophorese des gels a ete effectuee a 10 Watts pendant 16 
heures. Les gels sont transferee sur du papier Whatman, laisses a secher 
pendant 30 inutes puis exposes a l'autoradiographie pendant 2 a 12 heures 
sans ecran intensificateur. 

2. Resultats 

2.1 . Analyse SSC P des echantiilons de p 53 

Un grand nombre d'echantillons d'ADN a ete teste en parallele 
quant a leurs mutations sur le gene p53 par sequencage et par SSCP. 

Tous les resultats negatifs par SSCP correspondent a des sequences 
de type sauvage, determinees par sequencage direct effectu£ sur des 
produits de PCR (ADN monobrin). Tous les echantiilons deplaces par 
SSCP correspondent a des substitutions d'une seule base, qui sont 
soit des mutations vraies ou des polymorphismes. La correlation 
entre SSCP et sequencage direct est de 100 % a la fois pour les 
echantiilons negatifs (N = 539) et les echantiilons positifs (N = 70). 
Des mutations ou polymorphismes identiques ont ete detectes dans 
plusieurs echantiilons montrant la reproductibilite de la methode. 
Des resultats positifs correspondant a des variations dans la 
sequence du gene p53 (N = 30) sont presentes au Tableau 2 ci-apres. 
Ces resultats indiquent que la methode SSCP selon l'invention 
permet de detecter toute modification de la sequence du gene p53. 

Tableau 2 : detection par SSCP des variations de la sequence du gene 
p53 identifie par sequencage : 



T = ADN extrait de tumeur 

Ly = Extrait de lymphocytes 

nt = nucleotide 

+ a +++ = intensite du deplacement 

bp = paire de bases 
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2.2. Analyse SSCP du gene AFC 

L'analyse du gene APC permet de detecter les predispositions 
genetiques pour la FAP (Familial Adenomatous Polyposis). Etant 
5 donne la longueur du gene qui rend tres difficile un sequencage 

systematique, la methode SSCP est le seul proced£ de detection 
possible dont les resultats sont presentes au Tableau 3. 
On obtient la encore une correlation de 100 % entre la methode SSCP 
selon 1 'invention et le sequencage direct. Pour chaque bande on 

10 associe un evenement genetique tel qu'une mutation ponctuelle, 

une deletion ou insertion. La sensibility de la methode permet de 
detecter la substitution d'un seul nucleotide sur un fragment de 
341 bp. La sequence de l'echantillon deplace a et6 alteree (CAG -> 
TAG au nucleotide 2101) avec l'apparition d'un codon non sens a la 

15 position 696 du gene APC (Figure 2). 
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REVINDICATIONS 

1. Methode d'analyse des polymorphismes de conformation 
5 simple brin d'ADN, dite methode SSCP, caracterisee en ce qu'on utilise un 
gel d'electrophorese de faible force ionique. 

Z Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'on 
utilise un tampon de migration de faible force ionique. 

10 

3. Metode selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que 
le gel d'electrophorese non denaturant contient un tampon intrinseque de 
faible force ionique. 

15 4. Methode selon l'une des revendications 1 a 3, caracterisee en 

ce que le gel d'electrophorese contient un tampon TBE (Tris-Borate, EDTA). 

5. Methode selon l'une des revendications 2 a 4, caracterisee en 
ce que le tampon de migration, est un tampon TBE (Tris-Borate, EDTA). 

20 

6. Methode selon l'une des revendications 1 a 5, caracterisee en 
ce que le gel d'electrophorese, est un gel prepare avec un polymere 
d'acrylamide. 

25 7. Methode selon la revendication 6, caracterisee en ce que la 

concentration en polyacrylamide est de 2 a 12 %. 

8. Methode selon la revendication 4, caracterisee en ce que le 
tampon TBE entrant dans la composition du gel est un tampon TBE 1 X (Tris- 
30 BORATE 0,09 M et EDTA 0.002 M) dilue a plus de 1/2 (inferieur a 0,5 X) a 
l/i0eme (0,1 X). 



35 



9. Methode selon l'une des revendications 2 a 8, caracterisee en 
ce que le tampon de migration est un tampon TBE 1 X (Tris-Borate 0,09 Met 
EDTA 0,002 M) dilue au l/10eme (0,1 X) a l/20eme (0,05 X). 
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10. Gel d'electrophorese preforme a usage unique utile pour la 
mise en oeuvre d'une methode selon Tune des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce qu'il est prepare a partir d'un tampon a faible force 

ionique. 

11. Gel d'electrophorese selon la revendication 10, caracterise en 
ce qu'il comporte : 

- un polymere polyacrylamide a concentration de 2 a 12 % et ; 

- un tampon TBE selon la revendication 8. 

12. Trousse de reactifs pour mettre en oeuvre une methode selon 
Tune des revendications 1 a 9, caracterise en ce qu'il comporte un gel 
selon la revendication 10 ou 11 et un tampon de migration selon les 
revendications 2, 5 ou 9. 
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